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Measurement　of　Singlet　Oxygen　by　Observation　of　Fluorescence　Yielded
　　　　　　by　the　Luminol　Reaction　from　Photofrin　and　Triton－X　100
Toshimitsu　HIYOSHI
Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　College
　　　　　（Director：Prof．　Harubumi　KATO）
　　It　has　suggested　that　the　photosensitizer　Photofrin　disaggregates　when　in　solution　with　a　sur－
factant　（Triton－X　100）．　We　observed　the　production　of　singlet　oxygen　from　Photofrin　to　which
Triton－X　100　was　added，　using　the　Luminol　reaction．　The　concentration　of　Photofrin　was　constant
at　2．08×10－3　mg／ml．　At　various　concentrations　of　Triton－X　100　the　fluorescent　spectrum　of
Photofrin　was　observed　upon　excitation　by　395　nm　wavelength　light．　Mixtures　of　each　solution　and
1×10－5　mol／1　Luminol　were　excited　by　excitation　with　395　nm　wavelength　light．　The　fluorescent
spectra　of　Luminol，　aminophthalic　acid　and　Photofrin　were　measured　every　five　minutes　to　evaluate
the　production　of　aminophthalic　acid．　The　fluorescent　peak　of　Photofrin　shifted　and　the　fluorescent
intensity　of　Photofrin　doubled　when　the　concentration　of　Triton－X　100　was　above　1．25×10－20／o．
When　Luminol　was　added，　the　rate　of　increase　of　the　fiuorescent　intensity　of　aminophthalic　acid
increased　together　with　changes　in　fluorescent　spectra．　Aminophthalic　acid　production　has　in－
cleased．　ln　1985　Sakai　et　al　reported　that　aminophthalic　acid　production　was　dependent　on　that　of
singlet　oxygen．　Singlet　oxygen　production　increased　when　Triton－X　100　was　added　to　Photofrin．　ln
other　word，　on　the　addition　of　Triton－X　100，　Photofrin　disaggregates，　enabling　the　production　of
singlet　oxygen．　The　results　of　this　study　have　significance　for　elucidation　of　the　principles　of
Photodynamic　therapy．　The　Luminol　reaction　should　enable　the　development　of　photosensitizers
producing　singlet　oxygen　selection　of　the　most　appropriate　delivary　method　and　the　prevention　of
side　effects　in　normal　tissue．
1．緒 言
　　ヘマトポルフィリン誘導体（HpD）からの蛍光を
検出することによる悪性腫瘍の診断や，HpDの励起
光による光線力学的治療に関して，多くの基礎的，
臨床的研究がなされており，優れた結果が得られて
いる1）2）3）．Doughertyら4）はHpDの吸収帯の一つ
である628nmの光をアルゴン色素レーザーにより
照射し，マウス乳癌の治療に成功している．これを
契機に，多くの施設で，HpD　を利用した　Photo一
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The　presence　of　singlet　oxygen　converts
Luminol　into　aminophthalic　acid．
dynamic　therapy（PDT）の研究が行われてきた．
現在，光化学反応に伴う殺細胞効果は，光で励起さ
れたHpDによって産生される一重項酸素によるも
のであることが，一般的に認められている5）6）．Saito
ら7）によって，ミトコンドリアに対するHpDの親
和性が示され，また，Katoら8）により，ミトコンド
リアの変性に始まる細胞破壊の過程が報告された．
Cubedduら9）はポルフィリンに界面活性物質を加
えると光線力学的性質が変化し，PDTに有効である
ことを示した．Cubedduら10）は陽性界面活性物質を
加えたHpDの腫瘍局在部の蛍光について示した．
HpDの誘導体であるPhotofrinの構造はいまだ不
明11）12）で，生理食塩水などの溶液中ではaggregate
した状態とdisaggregateした状態が混在している
と考えられている．Photofrinはaggregateしてい
ると分子間の間隔が狭すぎ，殺細胞効果に関与する
一重項酸素の産生が障害されると考えられる13）14）．
Photofrinに界面活性物質であるTritonを加え，
Photofrinの溶液中の存在状況をよりdisaggregate
とすることによって，一重項酸素の産生の増大が期
待できる．酒井ら15）は，Raubut16）によって示された
ルミノール反応を利用して，HpD由来の一重項酸素
を検出した（Fig．1）．著者はこれを利用し，　Triton
を加えたPhotofrinの一重項酸素の生産状況をルミ
ノール反応によって観測した．
IL　材料及び方法
　PhotofrinはPhotofrin　Medical　Inc　New　Jersey
USA（LOT＃6894　B　15－1）を用いた．ルミノール（5一
amino　一2，3一　dihidro　一1，4－phthalazinedione）は
SIGMA　chemical　companyのもの（LOT＃23　F－
0542）を使用し，溶媒はすべてFlow　Laboratories
（LOT＃1042012）のリン酸緩衝液（以後PBS溶液）
を使用した．Triton　X　100は和光純薬株式会社のも
を使用した．吸収スペクトルの観測には，HITACHI
U－333型吸光度計を使用し，試料を底面1×1cmの
石英硝子セルに入れ測定した．蛍光スペクトルの観
測には，HITACHI　650－10　S型分光蛍光光度計を使
用し，試料をやはり底面1×1cmの石英硝子セルに
入れ測定した．
　（1）Photofrin，ルミノール，アミノフタル酸の
　　吸収スペクトルと蛍光スペクトルの観察
　Photofrinの濃度を2．08×10－3　mg／mlとし，ルミ
ノールおよびアミノフタル酸の濃度はどちらも1×
10’5　mol／1として，各の吸収スペクトルと蛍光スペ
クトルを観測した．
　（2）各濃度のTrironを添加したPhotofrinの
　　蛍光スペクトルの観測
　Photofrin溶液は2．08×10－3　mg／mlの一定濃度
とし，Triton溶液は濃度7．81×10－4％から2×
10－3％まで倍々希釈した．Photofrin溶液を0．5m1，
Triton溶液を0．5m1，　PBS液を1ml加え，計2ml
とした．この各々の試料を使用し，395nmの波長で
励起しPhotofrinの蛍光スペクトルを測定した．
　（3）Triron添加によるPhotofrinの吸収スペ
　　クトル及び吸収二次微分スペクトルの観測
　Photofrin溶液は2．08×10－3　mg／mlの濃度とし，
Triton溶液は2×10一3％の濃度とし，　Photofrin溶
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　　Fig．　2　Absorption　spectra　of　Luminol，
　　　　aminophthalic　acid　and　Photofrin．
　　　　The　absorption　spectra　of　2．08×10’3
　　　　mg／ml　Photofrin，　1×10－5　mol／1
　　　　Luminol　and　！×　10－5mol／1　aminophth－
　　　　alic　acid　were　observed　using　a
　　　　spectrometer．　Photofrin　has　an　absorp－
　　　　tion　peak　at　367　nm　wavelength，　that
　　　　of　Luminol　is　at　348　nm　wavelength，
　　　　and　aminophthalic　acid　is　at　387　nm
700　wavelength．
液を0，5ml，　Triton溶液を0．5ml，　PBS液を1ml
加え，計2mlとした．この時のPhotofrinの吸収
スペクトル及び吸収二次微分スペクトルを測定し
た．
　（4）各濃度のTrironを添加したPhotofrin吸
　　収二次微分スペクトルの観測
　吸収スペクトル観測の際と同様に，Photofrin溶
液は2．08×10’3　mg／m1の一定濃度とし，　Triton溶
液は濃度7．81×10－4％から2×10－3％まで倍々希釈
した．Photofrin溶液を0．5ml，　Triton溶液を0。5
ml，　PBS液を1ml加え，計2m1とした．この各々
の試料を使用し，Photofrinの吸収二次微分スペク
トルを測定した．
　（5）各濃度のTrironを添加したPhotofrin溶
　　液の一重項酸素の産生量の観
　Photofrin溶液は2．08×10－3　mg／mlの一定濃度
とした．Triton溶液は濃度2×10『i％から3．125×
10－3％まで倍々希釈した．Photofrin溶液を0．5m1，
Triton溶液を0．5ml，2×10－5　mol／1のルミノール
溶液1mlを加え2mlとした．各溶液に波長395　nm
の励起光を連続照射し，ルミノール，アミノフタル
酸，Photofrinの蛍光スペクトルを5分おきに測定
した．
III．結 果
（1）Photofrin，ルミノール，アミノフタル酸の
　吸収スペクトルと蛍光スペクトルの観察
Photofrinは367　nmに，ルミノールは348　nm
に，アミノフタル酸は387nmにそれぞれピークを
持つ 収スペクトルが観測された（Fig．2）．また，
Photofrinは616　nmと674　nmに，ルミノールは
438nmに，アミノフタル酸は495　nmに，それぞれ
ピークを持つ蛍光スペクトルが観測された（Fig．
3）．
　（2）各濃度のTrironを添加したPhotofrinの
　　蛍光スペクトルの観測
　Tritonの濃度が低く，6．25×10－3％までの場合，
Photofrinの蛍光スペクトルはどれも616　nmにピ
ークを持ち，蛍光強度はほぼ一定であった（Fig．　4－
1，2，3，4）．Tritonの濃度を1．25×IO－2％に上げ
ると，Photofrinの蛍光スペクトルは約10　nm長波
長にシフトし，626nmにピークが出現した．このと
き蛍光強度にはほとんど変化はなかった（Fig．4－
5）．さらにTritonの濃度を上げ，2，50×10－2％のと
き，Photofrinの蛍光のシフトはこれ以上見られな
かったが 蛍光強度は，Tritonを添加していない
Photofrinや6．25×10－3％までの低濃度のTriton
を添加したPhotofrinに対し，2倍以上に増大した
（Fig．4－6）．しかし，それ以上Tritonの濃度を上げ
ても626nmの蛍光強度の増加はほとんど見られな
かった（Fig．4－7，8，9）．
　（3）Triron添加によるPhotofrinの吸収スペ
　　クトル及び吸収二次微分スペクトルの観測
　Trironを添加したPhotofrinの吸収スペクトル
は405nmにピークを持っており，二峰性であった．
また，その吸収二次微分スペクトルは，363nm及び
（3）
1994年7月 日吉：Tritonを添加したPhotofrin溶液での一重項酸素の観測一　479　一
巴
話
8
臣
8
目
8
？：
二
目
護
母
昌
3
臣
LUMlNOしAMINOPHTHALIC　　　　ACID
PHOTOFRIN
400　4so　soo　sso　6eo　6se　700　7so
　　　　　　　　　　　WAV肌ENGTH（nm）
Fig．　3　Fluorescent　spectra　of　Luminol，　amino－
　　phthalic　acid　and　Photofrin　excited　by　ex－
　　citation　with　395　nm　wavelength　light．
　　Photofrin，　Luminol　and　aminophthalic　acid
　　were　excited　with　395　nm　wavelength　light
　　and　their　fluorescent　spectra　were　observed．
　　The　fluorescent　peak　of　Luminol　was　at　438
　　nm　wavelength，　the　peak　of　aminophthalic
　　acid　was　at　495　nm，　and　the　peaks　of　Photo－
　　frin　were　at　616　nm　and　674　nm　wavelength．
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405nmにピークを持っていた（Fig．5）．
　（4）各濃度のTrironを添加したPhotofrinの
　　　吸収二次微分スペクトルの観測
　Tritonの濃度が3．13×10－3％までの場合，吸収二
次微分スペクトルはほぼ一定であった（Fig．　6－1，2，
3）．Tritonの濃度を高くし6．25×10－2％とすると，
ピークのシフトおよび増減がみられはじめた（Fig．
6－4，5）．Tritonの濃度が2。50×10’2％以上で吸収
二次微分スペクトルは再び一定となった（Fig．6－6，
7，8）．Tritonの濃度を増すとともに398　nmのピ
ークが405nmにシフトし，二次微分値の絶対値は
増大した．また，これと同時に363nmのピークが
372nmにシフトし，二次微分値の絶対値は減少し
た．
　（5）各濃度のTrironを添加したPhotofrin溶
　　　液の一重項酸素の産生量の観測
　Fig，7－aはTrironを添加していないPhotofrin
で，Fig．7－bはTrironを添加したPhotofrinであ
　500　550　600　650　700　750
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Fig．　4　Change　of　fluorescent　spectra　of　Photo－
　　frin　to　which　Triton　was　added．
　　The　concentration　of　Photofrin　was　constant
　　at　2．08×10－3　mg／ml．　Triton　was　diluted　at
　　concentrations　from　2×10－1％to　7．81×
　　10’3％．　The　solution　of　Photofrin　and　the
　　solution　of　Triton　were　mixed　and　excited　by
　　395　nm　wavelength　light，　and　the　fluorescent
　　spectra　of　Photofrin　was　observed．　When
　　mixtures　of　Photofrin　and　Triton　were
　　excited　by　excitation　with　395　nm　wave－
　　length　light，　the　fluorescent　peak　of　Photo－
　　frin　shifted　to　10　nm　longer　and　the　fluores－
　　cent　intensity　of　Photofrin　was　double　that
　　when　the　concentration　of　Triton　was　above
　　　1．25×10－2％．
る．これらにそれぞれルミノールを加え，励起光照
射前と波長395nmの励起光を照射10分後の蛍光
スペクトルである．Fig．7－a，　Fig，7－bいずれもア
ミノフタル酸の495nmの蛍光ピークが出現した
が，Trironを添加することにより，アミノフタル酸
の495nmの単位時間あたりの蛍光強度の増加率が
約二倍に増大した．
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Fig．5　An　absorption　spectrum　and　a
　　second　differentiate　absorption
　　spectrum　of　Photofrin　to　which
　　Triton　was　added．
　　The　absorption　spectrum　of
　　Photofrin　（2．08×10－3　mg／ml）　to
　　which　Triton　（5．00×10－20／o）　was
3ee 4ee　see　　　WAVELENGTH（nrn）
added　is　shown　in　Figure　5－a．　The
second　differentiate　absorption
spectrum　is　shown　in　Figure　5－b．
IV．考 察
　Photodynamic　therapyは，現在早期癌の根治療
法として認められている17）18）．この治療原理は光感
受性物質と励起光による光化学反応のために生ずる
一重項酸素による癌細胞への障害性に依存すると考
えられている1）．過去の文献的考察によればWei－
shauptら6）は，1－3－Diphenyl　benzofuranを担癌動
物に投与した後，アルゴン・ダイ・レーザーによる
Photodynamic　therapyを方苞行したところ治療効果
が得られないことから，1－3－Diphenyl　benzofuran
が一重項酸素を阻害すると推論し，すなわち治療因
子が一重項酸素であると述べている．また，酒井ら15）
はルミノール反応を利用して，HpD由来の一重項酸
素の検出をし，やはりWeishauptと同様，一重項酸
素が治療の因子と推論している．本研究ではこの推
論を別の視点から証明することが目的であった．
　Photofrin，ルミノール，アミノフタル酸はそれぞ
（5）
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Fig．6　Change　of　the　second　differen－
　tiate　absorption　spectra　at　each
　concentration　of　Triton．
　The　concentration　of　Photofrin
　was　constant　at　2．08×10－3　mg／
　ml．　Triton　was　diluted　at　concen－
　trations　from　1．00×10－i％　to
　7．81×10－3％o．　The　solution　of
　Photofrin　and　the　solution　of
　Triton　were　mixed　and　the　second
　differentiate　absorption　spectra　to
　each　concentration　of　Triton　are
　shown　in　the　same　table．
れFig．2に示すような吸収スペクトルを持ち，この
3種の物質はいずれも395nmに吸収帯を持ってい
ることが分かる．さらに，これらの蛍光スペクトル
はFig．3に示したようになり，各々のピータはいず
れも重なりあうものはなかった．これによりPBS
で希釈したPhotofrinを励起することにより発生す
る一重項酸素の産生量を，ルミノールを添加してア
ミノフタル酸の蛍光スペクトルを測り，推測できる
と考えられた．
　Tritonの濃度が低い場合，　Photofrinの蛍光スペ
クトルはほぼ一定で，ピークは616nmと674　nmで
あったこれは典型的なPhotofrinの蛍光スペクトル
である．Triton濃度を高くし1．25×10－2％とする
と，Photofrinの蛍光スペクトルは約10　nm長波長
にシフトし，626nmにピークが出現した．一定の配
列を持つTritonがPhotofrinの中に入り込み，結
合することによりピークのシフトが起こったと考え
られる．これから，Tritonを添加したPhotofrinは，
PBS溶液中よりdisaggregateの状態となっている
と考えられる．また，この状態で，Photofrinは蛍光
を発生しやすくなったために蛍光強度の増強が起こ
った（Fig．4）．　Tritonを加えたPhotofrinの吸収
スペクトルであるが，そのピークは二峰性で，
Triton濃度が高くなるにつれ，363　nmのピークの
高さが減少し，405nmにピークが出現してきた．
　吸収二次微分スペクトルを観測することにより，
通常の吸収スペクトルでは分かりにくかった各々の
ピークの波長が分離でき，その吸収二次微分スペク
トルのピークの高さは通常の吸収スペクトルの分離
されたピークの蛍光強度を反映している．Tritonを
加えたPhotofrinの吸収二次微分スペクトルは，
Tritonの濃度を増すとともに398　nmのピークが
405nmにシフトし，この波長での二次微分値の絶対
値は増大した．また，これと同時に363nmのピーク
が372nmにシフトし，この波長での二次微分値の
絶対値は減少した（Fig．5，　Fig．6）．この398　nmの
ピークを持つスペクトルは親水性でaggregateす
ることのないウロポルフィリンのそれに酷似してい
る．したがってFig．6の左側のピークはaggregate
した状態のPhotofrinのもの，右側のピークは
disaggregateした状態のPhotofrinのものと考え
られ，Tritonの濃度を増すとともにPhotofrinは
disaggregateしたと考えられた．
　Fig．4で蛍光スペクトルに変化の見られた
Tritonの濃度と，　Fig．6で吸収二次微分スペクトル
に変化の見られたTritonの濃度とが一致している
ことから，Photofrinにある一定以上の濃度の
Triton　を添加すると，　Photofrinがより　disag－
gregateの状態となり，蛍光を発生しやすくなった
と考えられた．ここでもし，励起一重項状態から基
底状態に戻るときのエネルギーがより多く蛍光発生
に使用されたとしたら，一重項酸素の産生は減少す
ると考えられる．
　そこで，著者は同様の条件のもとでTritonの濃
度を増加させ，ルミノールを添加し，アミノフタル
酸の蛍光を測定することにより一重項酸素の産生量
を推測した．アミノフタル酸の495nmの蛍光ピー
クは，Tritonを添加していないPhotofrin（Fig．7一
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Fig．　7　Observation　of　singlet　oxygen　production　using　the　Luminol　reaction．
　　　The　solution　of　Photofrin，　the　solution　of　Triton　and　the　solution　1　×　10－5　mol／1　Luminol　were　excited
　　　by　excitation　with　395　nm　wavelength　light．　The　fluorescent　spectra　of　Luminol，　aminophthq！ic　ac．ig
　　　ahd　Photofrin　were　measured　evary　five　minutes　to　evaluate　the　production　of　aminophthalic　acid．
　　　The　rate　of　increase　of　the　fluorescent　intensity　of　aminophthalic　acid　increased，　together　with　the
　　　change　of　fluorescent　spectra　（Fig．　7－a，　7－b）．
a）と比べて，Tritonを添加したPhotofrin（Fig．7
－b）の方が，アミノフタル酸の495nmの単位時間
あたりの蛍光強度の増加率が約二倍に増大した．こ
れは，ルミノールからアミノフタル酸への反応の速
度が増加したことを意味し，すなわち一重項酸素の
産生される速度が増加したことを示唆している．
　以上，本研究はPhotodynamic　reactionによる
機序は一重項酸素によるものであるという従来の推
論を支持し，臨床上Photodynamic　therapyの原理
の解明に大きな意義を認めるものと信ずる．今後，
一重項酸素産生向上光感受性物質の開発と，投与法
の応用及び一重項酸素による正常組織への副作用予
防法への開発に，このルミノール反応が利用される
可能性が大きいと考えられる．
V．結 語
　Photofrinに界面活性物質であるTritonを添加
することにより，Photofrinがdisaggregateしたと
考えられた．また，Photofrinのdisaggregateに伴
い，殺細胞効果に関与する一重項酸素が発生しやす
くなったと考えられた．
　稿を終わるに臨み，御指導，御校閲賜りました恩
師加藤治文教授，第二生理学教室内野善生教授およ
び會沢勝夫教授に謝意を捧げると共に，御協力頂き
ました東京医科大学外科第一講座の教室員各位に感
謝申し上げます．
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